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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft eine partiku- 
lare Arzneiform, die dadurch gekennzeichnet ist, dad 
ein oder mehrere anionische Oder partiell anionische 
Wirkstoffe, vorzugsweise Nucleinsauren, Oligonucleoti- 
de, Proteine, Peptide oder biologische Makromolekule, 
durch ionische Wechselwirkungen an ein Tragermateri- 
al gebunden sind, das folgende Struktur aufweist 




i 



X 



worin N = Partikelmischpolymer oder Homopolymer aus 
Acrylsaure oder Acrylsaureester oder Methacrylsaure- 
estern mit einem Molverhaitnis von p : n von 0 : 100 bis 
99 :1 ; O = Sauerstoff der Estergruppe; X = verzweigte 
oder unverzweigte Alkylkette aus 2 - 10 Kohlenstoffen; 
B = -NR 2 mit R = H und Niederalkylketten in beliebiger 
Kombi nation; E = H oder Niederalkylkette bedeutet, bei 
einer Korngrodenverteilung von 1 0 bis 1 000 nm. Die der 
Erfindung zugrundeliegenden Teilchen der Grodenord- 
nung 10 bis ca. 1000 nm haben die Zielsetzung, neben 
der Bindung relevanter oligomerer oder makromoleku- 
larer Strukturen, auch deren Protektion von abbauen- 
den Enzymen und dem zielgerichteten Transport von 
Substanzen an den Wirkort und durch die Zellmembran 
zu gewahrleisten. 

[0002] Die der Erfindung zugrundeliegenden Partikel 
werden mittels Poiymerisationsreaktionen aus entspre- 
chenden Monomerbausteinen synthetisiert bzw. kon- 
densiert. Als Monomere sind solche Substanzen geeig- 
net, die nach der Polymerisation ein wasserunlosliches, 
physiologisch vertragliches Produkt liefern. Vorzugs- 
weise verwendet man Acrylsaureester oder Methacryl- 
saureester mit oder ohne basische Modifikationen. 
Acrylsaureester oder Methacrylsaureester mit basi- 
schen Modifikationen zeichnen sich dadurch aus, dad 
die Alkylketten uber 2 bis 1 0 Kohlenstoffe verfugen. Vor- 
zugsweise sind Kettenlangen von 4 bis 1 0, insbesonde- 
re von 5 bis 8 Kohlenstoffe zu verwenden, da hierdurch 
eine optimale Verfugbarkeit der basischen Aminogrup- 
pen zur Bindung der betreffenden Substanzen gewahr- 
leistet wird. 

[0003] Als Polymerisationsmechanismus kann z.B. 
eine radikalische oder ionische Polymerisation in einer 



wadrigen oder organischen Phase oder entsprechen- 
den Mischung aus Wasser und einem organischen L6- 
sungsmittel wie Aceton oder Ethanol gewahtt werden. 
Nach Beenden der Polymerisation und Entfernen des 
5 Losungsmittels kann die Tragersubstanz in Wasser 
oder vorzugsweise physiologisch vertraglichen Puffer- 
medien resuspendiert werden. 

[0004] Wird fur die Kondensation ein Monomer mit 
geschutzter Aminogruppe verwendet, vorzugsweise ei- 

10 ne Trifluoracetylschutzgruppe, kann diese durch Erhit- 
zen mit Ammoniak im Autoklaven entfernt werden. Ge- 
gebenenfalls kann ein geeigneter Reinigungsschritt, 
vorzugsweise Dialyse, nachgeschaltet werden. 
[0005] Die so hergestellten Tragermaterialen sind 

15 partikular und haben eine Teilchengrbde von 10 bis 
1000 nm, vorzugsweise ist eine Teilchengrblie von 50 
bis 500 nm, insbesondere von 50 bis 300 nm zu erzie- 
len. Daruber hinaus verfugt das Tragermaterial in Was- 
ser suspendiert uber eine positive Oberflachenladung, 

20 gekennzeichnet durch ein positives Zetapotential. 
[0006] Das erfmdungsgemafie Tragermaterial, wird 
vorzugsweise zur Bindung von Nucleinsauren wie z.B. 
Oligonucleotiden oder auch Peptiden aufgrund ioni- 
scher Wechselwirkungen verwendet. 

25 [0007] Gegenuber bestehenden Techniken zur Bin- 
dung von Oligonucleotiden, z.B. Antisense-Oligonu- 
cleotiden oder Bindung von Plasmiden, die fur den Gen- 
transfer verwendet werden und die auf eine Bindung der 
Wirkstoffe an liposomale Trager (Lipofectin) basiert, hat 

30 die dem Patent zugrundeliegende Erfindung den we- 
sentiichen Vorteil, dad es gegenuber liposomalen Zu- 
bereitungen ein solides, partikulares Tragermaterial mit 
wesentlich hoherer Stabilitat in wadrigen Suspensionen 
darstellt. Im Gegensatz zu Lipofectin, kann das erfm- 

35 dungsgemade Tragermaterial in verschiedenen Darrei- 
chungsformen verarbeitet werden. Zum Beispiel ist die 
Anwendung in komprimierter Form als Implantat, wel- 
ches den Wirkstoff kontrolliert uber einen bestimmten 
Zeitraum freigibt oder eine oral anwendbare Arzneiform, 

40 die durch Komprimierung hergestellt wird, moglich. 
[0008] Gegenuber bisher verwendeten partikularen 
Tragern wie Nanopartikeln auf Alkylcyanoacrylatbasis, 
hat die hier beschriebene Erfindung den Vorteil, dad 
spezifische funktionelle Gruppen in das Polymergerust 

45 eingebracht werden konnen, welche eine gezielte Bin- 
dung des Wirkstoffes aufgrund ionischer Wechselwir- 
kungen gewahrleisten. Nach dem Stand der Technik 
zeigen bisher entwickelte partikulare Trager, sowohl auf 
Alkylcyanoacrylatbasis als auch auf Methacrylatbasis 

50 keine oder nur eine unzureichende Bindung. Die bisher 
bekannten nanopartikularen Arzneiformen verfugen je- 
doch nicht uber die in der vorliegenden Erfindung be- 
schriebenen basischen funktionellen Gruppen. Eine 
Bindung von Wirkstoffen an bisher bekannte Nanopar- 

55 tikel, zumeist Methylmethacrylatnanopartikei, findet un- 
spezifisch durch Adsorptionseffekte von lipophilen Sub- 
stanzen an Oberflachen oder durch Einkapselung bzw. 
Einbettung in das Polymergerust statt. 
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[0009] Ferner sind Partikel auf Acrylatbasis in mikro- 
partikularer Form bekannt, die uber basische Modifika- 
tionen verfugen. Diese Tragermaterialien unterschei- 
den sich wesentlich von der vorliegenden Erfindung da- 
durch, daR sie uber eine Korngrolie > 1 u.m verfugen. 
Solche Zubereitungen werden haufig als Ausgangspro- 
dukte zurHerstellung von Gberzugen aufTabletten oder 
zur Herstellung von Depotmatrixsystemen fur perorale 
oder transdermale Arzneiformen verwendet (EP 0 164 
669 A2, EP A 0 315 219). Eine parenteral Applikation 
in Form einer i.v. Applikation solcher mikropartikulSrer 
Tragermaterialien ats eigenstandige Arzneiform ist bis- 
her nicht bekannt. 

Beispiel 1: Herstellung eines Tragerpolymers mit 50 
mol% basischem Anteil 

[0010] Eine Monomerlosung, bestehend aus 1 % Me- 
thylmethacrylat (MMA) und 1% Trifluoracetylaminohe- 
xylmethacrylat Monomer in 44% Aceton, werden bei 
63°C nach Polymerisationsstart durch eine 0,03% Am- 
moniumperoxodisulfatlosung (APS), unter Ruhren (400 
U/min) polymerisiert. 

[0011] Im Detail wird Aqua dem. 1 h unter Einleiten 
von Stickstoff ausgekocht. 40 g davon und 33 ml Aceton 
(26,1 g) werden in ein 100 ml SchraubdeckelgefaB ge- 
geben. Bei einer Temperatur von 55°C werden zunachst 
Trifluoracetylaminohexylmethacrylat Monomer/Aceton- 
Losung (1:1), MMA und danach 450 ^l APS-Starterlo- 
sung (5%ig), zugefugt. Anschlieftend wird auf 63°C auf- 
geheizt und bei dieser Temperatur 20 Stunden geruhrt. 
Danach werden die Schraubdeckel der Gefafce entfernt 
und noch 1,5 h bei dieser Temperatur weitergeruhrt. 
Zum Schlufc wird mit Aqua dem. ad 50 g erganzt. 
[0012] Die entstandene Dispersion wird im Verhaltnis 
1 :2 (g/g) mit Ammoniak konz. versetzt und 60 min lang 
bei 121°C autoklaviert. Danach wird 3 Tage in flie&en- 
dem Wasser und 1 Tag in Aqua dem. dialysiert. 
[001 3] Das erhaltene Polymer wird abschlie&end ge- 
friergetrocknet. PartikelgrofJe und Oberflachenladung 
sind aufgrund des Gehaltes an basischen Gruppen vom 
pH abhangig. Durch Bildung von Aggregaten konnen 
auch Teilchengrolien oberhalb des aus der Polymerisa- 
tion stammenden GrOfienbereiches von 10 bis 1000 nm 
resultieren (Abb. 1 ). 

Beispiel 2: Bindung von Oligonucleotiden 

[0014] 7,5 mg des nach Beispiel 1 hergestellten TrS- 
gerpolymers werden in 1 ,0 ml destilliertem Wasser unter 
Zuhilfenahme von Ultraschall dispergiert. Es resultiert 
daraus eine 0,75%ige TrSgersuspension von der 60 uJ 
bei Raumtemperatur (20°C) mit 30 |xl Phosphatpuffer 
(70mM) pH 7,0 versetzt werden. Diese Tragersuspen- 
sion wird mit 60 ul Oligonucleotidlosung (36,4 ug/ml) ge- 
mischt und bei 20°C 2 Stunden inkubiert. 
[0015] Zur Bestimmung des gebundenen Oligonu- 
cleotidanteiles, werden 100 u.l dieser Partikelsuspensn 



on in einer Ultrazentrifuge bei ca. 100.000 g in 30 Minu- 
ten abzentrifugiert. Der nicht gebundene Antei! wird 
photometrisch im Uberstand bestimmt (Abb. 2). 

5 Beispiel 3: Bindung von Peptiden gezeigt am Beispiel 
TGF a 

[0016] 20 mg des nach Beispiel 1 hergestellten Tra- 
gerpolymers werden in 1 ,0 ml destilliertem Wasser unter 

10 Zuhilfenahme von Ultraschall dispergiert. Es resultiert 
daraus eine 2%ige Tragersuspension von der 1 25 uJ mit 
62,5 u-l einer 0,3% BSA haltigen PBS-Pufferlosung, pH 
7,4 versetzt werden. Dieser Dispersion werden 62,5 u.l 
einer TGF a Losung (30 \igfm\) zugemischt und bei 

15 Raumtemperatur 24 Stunden inkubiert. 

[0017] Die Bestimmung des gebundenen Peptidan- 
teiles erfolgt analog dem Beispiel 2. TGF a kann mittels 
eines geeigneten ELISA-Tests oder durch Messung der 
an dem Partikel verbleibenden RadioaktivitSt nach Mar- 

20 kierung mit 125 l bestimmt werden. 

[001 8] Es werden durchschnittlich 70-90% der einge- 
setzten Peptidmenge an den partikularen Trager gebun- 
den. 

25 Beispiel 4: Herstellung eines Tragerpolymers mit 30% 
basischem Anteil 

[0019] Eine Monomerlosung, bestehend aus 2,1% 
Methylmethacrylat (MMA) und 0,9% Trimethylaminoe- 
30 thylmethacrytat-Monomerin 10% Aceton, wird bei 78°C 
nach Polymerisationsstart durch eine 0,03% Ammoni- 
umperoxodisulfatlosung (APS), unter Ruhren (400 U/ 
min) polymerisiert. 

[0020] Im Detail wird Aqua dem. 1 h unter Einleiten 
35 von Stickstoff ausgekocht. 67,5 g davon und 7,5 ml Ace- 
ton werden in ein 1 00 ml Schraubdeckelgefaii gegeben. 
Bei einer Temperatur von 78°C werden die Monomere 
und anschliefiend die 450 uJ APS-Starterlosung (5%ig) 
zugefugt. Anschliefiend wird 20 Stunden geruhrt. Da- 
40 nach werden die Schraubdeckel der GefSfce entfernt 
und noch 1 ,5 h bei dieser Temperatur weitergeruhrt. 
Zum Schluli wird mit Aqua dem. ad 75 g erganzt. 
[0021] Weiterhin wird 3 Tage in flie&endem Wasser 
und 1 Tag in Aqua dem. dialysiert und anschlieliend das 
45 erhaltene Polymer gefriergetrocknet. 

Beispiel 5: Bindung von Oligonucleotiden 

[0022] Eine Dispersion der Konzentration 200 u.g/ml 
so des nach Beispiel 4 hergestellten Tragerpolymers in 
PBS Puffer pH 7,4, wird mitsteigenden Konzentrationen 
eines Oligonucleotids (10-100 jig/ml in PBS) fur 3 h bei 
Raumtemperatur (20°C) inkubiert. 
[0023] Zur Bestimmung des gebundenen Oligonu- 
55 cleotidanteiles, werden die Partikelsuspensionen in ei- 
ner Ultrazentrifuge bei ca. 100.000 g 30 min zentrifu- 
giert. Der nicht gebundene Anteil Oligonucleotid wird 
HPLC-analytisch im Uberstand bestimmt (Abb. 3). 
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Patentanspriiche 

1. Partikulare Arzneiform, dadurch gekennzeichnet, 
daB ein oder mehrere anionische oder partiell an- 
ionische Wirkstoffe, vorzugsweise Nucleinsauren, 
Oligonucleotide, Proteine, Peptide oder biologische 
Makromolekule, durch ionische Wechselwlrkungen 
an ein Tragermaterial gebunden sind, das folgende 
Struktur aufweist 




n 

worin N = Partikelmischpolymeroder Homopolymer 
aus Acrylsaure oder Acrylsaureester oder Me- 
thacrylsaureestern mit einem Molverhaltnis von p : 
n von 0 : 100 bis 99 : 1 ; O = Sauerstoff der Ester- 
gruppe; X = verzweigte oder unverzweigte Alkylket- 
te aus 2 - 10 Kohlenstoffen; B = -NR 2 mit R = H und 
Niederalkylketten in beliebiger Kombination; E = H 
oder Niederalkylkette bedeutet, bei einer Korngro- 
lienverteilung von 10 bis 1000 nm. 

2. Partikulare Arzneiform nach Anspruch 1 , dadurch 
gekennzeichnet, daft X verzweigte oder unver- 
zweigte Alkylkette aus 4-1 0 Kohlenstoffatomen dar- 
stellt. 

3. Partikulare Arzneiform nach Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet, dad X eine lineare Alkylkette mit 
5 bis 8 Kohlenstoffen darstellt. 

4. Partikulare Arzneiform nach Anspruch 1 , dadurch 
gekennzeichnet, daB X verzweigte oder unver- 
zweigte Alkylkette aus 2 oder 3 Kohlenstoffatomen 
darstellt, bei einer Korngroftenverteilung von 10 bis 
500 nm. 

5. Partikulare Arzneiform nach Anspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet, daft ein oder mehrere peptidi- 
sche Substanzen an das Tragermaterial gebunden 
sind. 

6. Partikulare Arzneiform nach Anspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet, dad Proteine oder andere biolo- 
gisch aktive Makromolekule an das Tragermaterial 



gebunden sind. 

7. Partikulare Arzneiform nach einem oder mehreren 
der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 

5 daB B eine Ammoniumgruppe bedeutet und dem- 
gemafi als -N+R 3 vorliegt, wobei R die in Anspruch 
1 angegebene Bedeutung hat. 

8. Partikulare Arzneiform nach einem oder mehreren 
10 der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, 

daB der anionische oder partiell anionische Wirk- 
stoff eine Nucleinsaure, ein Oligonucleotid oder ein 
Peptid ist. 

15 9. Verwendung der partikularen Tragermaterialien 
nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 7 
als Trager fur Arzneistoffe. 

10. Verwendung der partikularen Tragermaterialien 
20 nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 7 

als Trager fur Nucleinsauren und unmodifizierte 
oder modifizierte Oligonucleotide. 

11. Verwendung der partikularen Tragermaterialien 
25 nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 7 

als Trager fur Peptide bzw. peptidische Substan- 
zen. 

12. Verwendung der partikularen Tragermaterialien 
30 nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 7 

als Trager fur Peptide bzw. Proteine oder andere 
biologisch aktive Makromolekule. 



35 Claims 

1 . A medicament in particulate form, characterised in 
a carrier material and one or more anionic or par- 
tially anionic active ingredients, preferably nucleic 
40 acids, oligonucleotids, proteins, peptides or biolog- 
ical macromolecules, which are bound to said car- 
rier material by ionic interactions, said carrier ma : 
terial having the following structure: 

45 



50 




wherein N = particulate mixed polymer or homopol- 
55 ymer of acrylic acid or acryiate or methacryiates in 
a molar ratio of p:n of 0:100 to 99:1 ; O = oxygen of 
the ester group; X = branched or unbranched alkyl 
chain with 2 to 10 carbon atoms; B = -NR 2 where R 
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= H and low alkyl chains in arbitrary combination; E 
= H or low alkyl chain, with a particle size distribution 
of 10 to 1000 nm. 

2. A medicament according to claim 1 , wherein X is a 
branched or unbranched alkyl chain with 4 to 1 0 car- 
bon atoms. 

3. A medicament according to claim 2, wherein X is a 
linear alkyl chain with 5 to 8 carbon atoms. 

4. A medicament according to claim 1 , wherein X is a 
branched or unbranched alkyl chain with 2 or 3 car- 
bon atoms, with a particle size distribution of 10 to 
500 nm. 

5. A medicament according to claim 4, wherein one or 
more peptide substances are bound to said carrier 
material. 

6. A medicament according to claim 4, wherein pro- 
teins or other biologically active macromolecules 
are bound to said carrier material. 

7. A medicament according one or several of claims 1 
to 6, wherein B represents an ammonium group and 
is present in the form -N + R 3 , where R has the mean- 
ing specified in claim 1. 

8. A medicament according to one or several of claims 
1 to 7, wherein said anionic or partially ionic active 
ingredient is a nucleic acid, an oligonucleotide, or a 
peptide. 

9. A use of the carrier materials in particulate form ac- 
cording to one or several of claims 1 to 7 as a carrier 
for pharmaceuticals. 

10. A use of the carrier materials in particulate form ac- 
cording to one or several of claims 1 to 7 as a carrier 
for nucleic acids and unmodified or modified oligo- 
nucleotids. 

11. A use of the carrier materials in particulate form ac- 
cording to one or several of claims 1 to 7 as a carrier 
for peptides and peptide substances. 

12. A use of the carrier materials in particulate form ac- 
cording to one or several of claims 1 to 7 as a carrier 
for peptides, and proteins, respectively, and other 
biologically active macromolecules. 



cleiques, des oligonucleotides, des proteines, des 
peptides ou des macromolecules biologiques, sont 
lies par des interactions ioniques a un materiau de 
support, qui presente la structure suivante 
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dans laquelle N = copolymere particulate ou homo- 
polymere d'acide acrylique ou d'ester d'acide acryli- 
que ou d'esters d'acide methacrylique presentant 
un rapport molaire p:n compris entre 0:1 00 et 99:1 ; 
O = oxygene du groupe ester ; X = chaine alkyle 
ramifiee ou non ramifiee comportant 2 a 10 atomes 
de carbone ; B = -NR 2 , avec R = H et des chaTnes 
alkyle inferieur selon une combinaison quelconque: 
E = H ou une chaTne alkyle inferieur, avec une re- 
partition granulometrique comprise entre 10 et 1 
000 nm. 

Medicament particulate selon la revendication 1, 
caracterise en ce que X represente une chaine 
alkyle ramifiee ou non ramifiee comportant 4 a 10 
atomes de carbone. 

Medicament particulate selon la revendication 2, 
caracterise en ce que X represente une chaire alk- 
yle lineaire comportant 5 a 8 atomes de carbone. 

Medicament particulate selon la revendication 1, 
caracterise en ce que X represente une chaine 
alkyle ramifiee ou non ramifiee comportant 2 a 3 
atomes de carbone, avec une repartition granulo- 
metrique comprise entre 10 et 500 nm. 

Medicament particulate selon la revendication 4, 
caracterise en ce qu'une ou plusieurs substances 
peptidiques sont liees au materiau de support. 



Revendications 

1. Medicament particulate, caracterise en ce qu'un 
ou plusieurs principes actifs anioniques ou partiel- 
lement anioniques, de preference des acides nu- 



6. Medicament particulate selon la revendication 4, 
55 caracterise en ce que des proteines ou d'autres 
macromolecules biologiquement actives sont liees 
au materiau de support. 
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7. Medicament particulaire selon une ou plusieurs des 
revendications 1 a 6, caractertse en ce que B re- 
presente un groupe ammonium et se presente par 
consequent sous forme de -N + R 3 , R ayant la signi- 
fication mentionnee dans la revendication 1 . 5 

8. Medicament particulaire selon une ou plusieurs des 
revendications 1 a 7, caracterise en ce que le prin- 
cipe actif anionique ou partiellement anionique est 

un acide nucl6ique, un oligonucleotide ou un pepti- 10 
de. 

9. Utilisation des materiaux de support particulaires 
selon une ou plusieurs des revendications 1 a 7 en 
tant que supports de medicaments. 15 

10. Utilisation des materiaux de support particulaires 
selon une ou plusieurs des revendications 1 a 7 en 
tant que supports d'acides nucleiques et d'oligonu- 
cleotides non modifies ou modifies. 20 

11. Utilisation des materiaux de support particulaires 
selon une ou plusieurs des revendications 1 a 7 en 
tant que supports de peptides ou de substances 
peptidiques. 25 

12. Utilisation des materiaux de support particulaires 
selon une ou plusieurs des revendications 1 a 7 en 
tant que supports de peptides ou de proteines, ou 
d'autres macromolecules biologiquement actives. 30 
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Zetapotential und Partikel-Durchmesser in 
Abhangigkeit vom pH-Wert 




pH-Wert 



■ X Zetapotential [mV] 



•Partikeldurchmesser {nm] 



ABB. 1 



Oberflachenladung und Partikelgrope in Abhangigkeit vom 
pH Wert. 
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Relative Beladung in Abhangigkeit von der 
Konzentration an Copolymer 




-20.0 J 

Konz. Copolymer [%] 



ABB. 2 

Bindung von Oligonucleotiden in Abhangigkeit von der 
Zusammensetzung des Tragermateriales. 
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Eingesetztes ODN #234 [jig/ml] 

ABB. 3 
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